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Stabile lyophilisierte pharmazeutische Zubereitungen von mono- oder 
pbiyklonalen Antikorpern v 



Die Erfiadung^ro^ln lyophilisierte pharmazeutische Zubereitungen von mono- oder 
polyklonalen Antikorpenf, die einen Zucker oder Am|npzucker t . eine. Aminosaure und ein 
Tensid als Stabilisierungsmittel enthalten. AuBefdem betrifft die Erfindung ein Verfahreri 
zur Herstellung dieser stabilen Lyophilisate sowie die Verwendung eines Zuckers oder 
Aminozuckers, einer-^Aminosaure. und- eines - JTensids - als. -Stabilisatoren -von 
antikorperhaltigen thet^eutischen oder diagnostischen Mitteln. . 

Die Herstellung von Immunglobulineri, speziell monoklonalen und polyklonalen Anti- 
korpern, fur therapeutische und diagnostische Zwecke.- ist heute von grofler, standig 
wachsender Bedeutung. 

Der Einsatz von Ajit*ofpern als pharmakoiogisches Prinzip ist schon lange bekahnt und 
umfaBt zahlreiche AnwjendungsmogHchkeiten. So-, werden -Antikorper z.B. bei der 
Tetanus-Prophylaxe, -bei deF Bekampfung von pathogenen Mikroorganismen oder der- 
Neutralisation ihrer Toxine,.aber auch bei Vergiftungen mit Schlangengiften erfolgreich 
eingesetzt. - - ' - 

1st das am Krankheitsmechanismus betetligte Antigen identifiziert, was bei zahlreichen in- 
fektiosen und einigen ookologischen Indikationen fiir die Antikorpjertherapte der Fall ist, % 
macht man sich fur die-Therapie die Spezifitat der Antikorper zunutze. " 

In klinischen und praklinischen Versuchen werden gegenwartig Antikorper zur Senkung 
des Cholesterinspiegels r zur Beeinflussung des Angiotensin/Renin-Systems und bei 
Autoimmunkrankheiten, wie z.B. Lupus, autoimmune EnzephaWtis, Multiple Sklerose, 
Polyarthritis und autoimmune Myasthenia gravis angewandt. 



^yp^^ 0 ^^ therapeotischer Bedeutung ist auBerdem ihr Einsatz gegen Intoxikatiqnen .->V / 
darch" riiedermqleki^^ wie z.B. den Fab-Fragmenten der Ami-Digqxin- : 

Antikorper beim Einsaiz-von Iritoxikationen durch Digoxi.n .oder den Heraglyfcoslden VI * 

Digitoxin und Ouabain. Dartiber hinaus werden Antikorper j1rn:"df^ 

zur Identifizierung, Reinigung und Geh^tsbestinimung von Profeineii eingesetzt. ''J^f* ' ~ 



a > -Ejnen grqBen Fortschritt fur die Bereitstellung von Antikorpern bedeutete "die Cfen- 
{ ) techriologie, die in:d^rzweiten Halfte der 70er- und in den 80er-Jahren die Produktion 

vop rnonoklonalen Antikorpern in Zellkulturen revolutionierte. 

t 

•\--. .-. - Um diesen vielseitigen VerwendungsmfigUchkeiien gerecht werf^ 

Jagerstabile pham^eutische,j^bereitun^ ",^ r l-^-%: 
**.*-. . nptigt/Ef gibt eine l^eihe von Publikationen, die HQssigfon^ 
„ .; / jspej^X'ck.A^J^n^^S^^ Jfth&lt.haben. ~ * * ' v~ T> '- 

. y l *:V- So sm3'2B. Flus5i||^nffierungen von Antikorpern in EP 280 358, EP 170 983/ 
^" . - V/ ..WQ89AH298, EP.352 500 un3 J 63 088 t97 beschrieben. ^ V - 

*. -"*r - 

- ./.GemaB EP 280 358'J^rde. der Antikorperiosung zuf StabUhderang gegen bestimmte **• - 

( K 1 20 . Hormone Dextran zugesetztv wodurch pine Sta&ilitat jiiber neunr Monate erreicht werden 

, ... ~ kdnhte^Nach Efc|7£'?83. wird zur Stabilisierung eines therraolabilen rnonoklonalen i- • 

; • ; Antikorpers beim Erhitzen hydrolysiertes Ovalbumin eingesetzt^wodurch der Antikorper ; * ™ 

c -~ s ?^^>*-- . AacJvLagerung bej.4JiC..noch flir 7 Tage noch einsetzbar war. Als wehereStabiKsatoren . - [T 
v— iww. . . _ sihd aus JP 63,0_^t97-.fur FlQssig"rezepmren.-P s ^^^ Glycerol, 

^r^iitel 1 ? 1 ' PpIyvin>1alkohol) oder Zudcgf^B. Saccharo^.lttid.Giukose) bzw.Glycitple. A v.-: € % 
. . (z-B^Sorbitol. ^Man^J^^kamiL, la .WO-*a/i r2SB_ wW'ials-wettere Moglichkeit zur _;- ^ - 

. ^ .^'f^ig^afiiWrmii^'.von Antikorpern die Verwejidung von Maltose in ■ ~J ■ ' 

^^ft^r-^at™ PhosphatpufFer aufgezeigt. EP 352 500 beschreibt zur ; ■ >" 

^r ^* - s ..Flusstgstabilisieaing von rnonoklonalen Antikorpern Polyethylenglykol 4000 und 3- . 
^-30 . ..Prppiplacton. .. .. - - ■ _ - 



.Generell sind jedpch ^ussigfonnulierungen aiis Griinden der Lagerstabilitat keine 
optimale L6sung,.da'clie";Proteine oder deren Aggregate ausfallen kopnen, die Losungen 
verminderten Proteingehalt zeigen und triib werden. . . . - : % f V\ * 

Dagegen minimiert bei einer Lyophilisatrezeptur die Entfernung des Wassers dteBildung. 
von -Abbauprodukten (z.B. durch . Deamidierung und Hydrolyse) sowie die 
Aggregatbildung /Per Restgehalt an Wasser („bound water* 4 ) kann, besonders in 
Gegenwartyon Zuckgrn, zur Stabilitat beitragen (Hsu et al. Dev. Biol. Stand. 1991, . 74, 
.;255r267.und Ptkal ef al v .Dev. Biol. Stanjt 199.1, 74, 21-27). 

Lyophilisatrezepturen mit speziellen-.Antikorpern als .WirkstofFe sind ebenfalls aus der 
Literarur bekannt, gebenjedoch keine einheitUche. Lehre,jnjm problem der StabUisierung. 
So wird in WO 93/00807 die Stabili$jerung von Biomateriali'^n wift Ht^^ngroteinfen, 
Wachsfun^hoiroojgen^terlfeukinen, Interferonen, Enzymen und auch mono- und poly- 
Honalen Antikorpern durch ein Zweikomponentensystem aus Kryoprotektiva (z.B. 
Polyethylenglykole) jjind einer O/erbindung, die Wasserstofibriicken zu Proteinen bilden 
kann, beschrieben. Der-Nachteil dieser Zubereitungen besteht darin, daB der Zusatz- von 
hochniolekularen Verbindungen wie Polyethylenglykolen im Falle, daB kein Bioabbau 
erfolgt, Zu einer Accumulation im Korper mit potentiell toxischen Nebenwirkungeq 
fiihrt. .Weiterhin konqen Polymere in Abhangigkeif von der Molmasse b^kajintermaflen 
als* Afttigene wirken. 



Eine Stabilisierung. von Lyophilisaten eines einfrierlabilen, monoklonalen Antikorpers 
uber 1 Jahr wird nacfi' J 6Q 14683 3 A durch Zusatz von Albuntiir (humanes oder Pferde- 
oder- Rinderalbumin) erreicht. Ebenfalls Humanserumalbumin in Kombination mit einem 
Kohlenhydrat (z.B. "Dextrose, Saccharose oder Maltose) wird ziir Stabilisierung eines 
monoklonalen Antikorpers zur Behandlung von Pseudomonas aeruginosa-Infektionen in 
;EP*303 088 beschrieben. - 



Humacjisgiwna^ mit Zuckern und. Aminonsauren) ist iuch das 

StabiKsterongsprinzifL^^^ Antikorpern in EP 413 188. In I 01P75433 

kommt eine Mischung^^s Humanserumalbumin, Mannit^iihd Polyethylenglykof zur" 
Stabilisierung eines huipu^^gr^ zum ginsatz, 

Ein weiteres Beispieljyr^^^^ wje z3/^lye.thyteqglykofen 

und Schutzproteinen r ;>^ Stabilisierung von Gamma* 

' Globulincn wahrend d^3^rt>philisation ist in WO 84/00890 gezeigt. 



Hagiwara et. -al. beschreiben in WO 93/01835 die Stabilisierung eines menschlichen, 
monoklonalen Antikorpers durch Lyophilisation mit Mannit und Glycin in einer 
natriumchlorid- und Phosphatpuffer-hahigen Losung. Es werden. stabile Zubefeitungen 
beziigtich Einfrieren, Lypphili.$ation .und Rekonstitution erhafce.n., _ _ , „---/. 

Draber et al. (J. Imniun^^oas, 181 1995, 37t43) konnten eine haJtbareTlezeptur von, 
monoklonalen IgM Antikgrpem aus der Maus bei 4°C durch Zusatz von Trehalose ailein 
und jnj^ombination nut^^ethylenglykol 8 .000 erzielen. AUerdtngs sind die Antikorper 
bei 50 °C nur 1 4 ^f^r^bxl. Mit anderen Mono- oder Disacchariden wi'e z.B 
Saccharose, Maltose^Laclfcfce oder Galactose ailein gelingt eine Stabilisierung dieser 
Antikorper nicht. . , * • 



In WO 89/1 1297 wii^^^wibkfonaler Antikdrper <ms_ der Maris; mit ethem Kohten r 
hydrat, namlich Malt^^^;'einem Puffer im sauren Bereich (Acetatpuffer) in ein 
stabiles Lyophilisat it^^Sfper Nachteil jst,hier die.Beschrankuqg dejjufienihg auf 
den sauren Bereich. ^^7l\ . * * _ 



Polymere Gelatine als j^^grsphutz und St^IisiemngsmitteTIh. ^e^^yppli^at^mrd 
in WO 92/15 331 ver^y^^Die Stabilisierung erfolgt auchjn Kombination mit einer 
Carbqnsaure'(z.B. Cita^ns&ure) oder deren Salz sowie mit einem primaren. sekundaren 
oder tertiaren AlkohoTJWeremer Aminosaure in einem pH-Bereich von 6,8 bis 8, 1. 



laeiner ganzen Reihe der yorstehend genannten Druckschriftei) werden als Stabtfisatoren 
pharmazeutische Zusai±V.-oder Hilfsstoffe vorgeschlagen, die aus medizinischer Sicht 
nicht unbedenklich sinck So stelien Polymere (wie PEG oder Gelatine) und.Pcoteine (wie 
Serumalbumine) auf Grand ihrer Herkunft und ihrer/; physikatisch-cheipischen 
Eigenschaften ein gewisses Risiko dar und kohnen allergische Reaktioaen ,bis .hin.zum 
anaphylaktischen SchocR". auslosen. Proteine menschhchen oder tierischen Ursprungs 
sowie aus Zellkulturen gewonnene Proteine tragen ein Restrisiko viraler 
Veainreinigungen. A^r^iuch andere, analytisch schwer nachweisbare proteinartige 
Verunreingungen konnfcnrwegen ihrer Eigenschaften immuflologische Reaktioheo. beim 
Menschen hervormfen. - • 

Der Zusatz polymerer^y.erbindungen, wie z.B. von EolyetJiyJenglykojen £PEQ) oder 
Gelatine kann im FaJj^aJS- kein Bioabbau erfolgt, zu einer AkkumulatioTi ira^Karper mit 
potentieil toxischen ISte^w^kungen fuhren. In Abhangigkeit yon der Molmas&e konnen 
Polymere auch antigehe- £igenschaften aufweisen. Auch ist die Reinlieit von Polymeren 
aufgrund4er zur HeKBtelhing" venvendeten Katalysatoren oder des Vorhandenseins von. 
Monomeren und anderen'Polymerbnjchstucken schwierig zu gewahrleisten. Der Einsatz 
von Polymeren bei pharmazeutischen Darreichungsformen, insbesondere bei subkutan 
applizierbaren Arzneiformen, ist zu vermeiden, wenn eine-Stabifisierung auf andere Art 
und Weise moglich ist .^T.."' - . ( ^ 

Dagegen gewahrleistgk^jie Venvendung von Zuckern allein ohne weitere ZusatzstofFe 
nicht in alien Fallen tife-^entsprechende Schutzwirkung beim Lyophilisieren der Anti- 
kbrper. * . [ 

Der Erfindung lag deshialb. die Aufgabe zugomde, eine suibile^pharmazeutische Zu- 
bereitung mono- oder polyklonaler Antikdrper bereitzustelleri, . insbesondere auch von 
einfrierempfindlichen^^tikprpern. Die Zubereitung soli keine toxikologisch bedenk- 
lichen polymeren odePproteinartigen Hilfsstoffe enthalten, physiologisch vertraglich, 
einfach zusammengesetzt und exakt dosierbar sein, sowie stabil sowohl gegenuber 
Einfner- und Auftauvorgangen als auch bei langerer Lagerung als Lyophilisat und bei 
hoheren Temperaturen. . 



Die Aufgabe der Erffndung-.wird durch eine lyophilisierte pharmazeutische Zubereitung 
von mono- oder polykltfrialen Antikorpern gelost, die als Zusatzstoffe einen Zucker oder 
einen Aminozucker, eine Aminosaure und -ein Tensid enthalten, ' Oberraschenderweise 
.bewirkt. diese Kombination an Zusatzstoffen einen Kfifiierschutz iind ermoglicRt so. die 
'LyopWlisation bei Teittgeraturen bis zu -45*C oKne die.Stabilitat der Antikorper negativ 
zu beeintrachtigenr^Staeben sind die w LyophiKsate mit "der. erfindungsgemaBen- 
Kombination an ZusatcaoSeh auch bei hoheren Temperaturen langzeitstabil und lager- 
stabil. Sie zeigen insbesqn3ere im Vergleich zu herkommlichen* Rezepturen nach 
Rekonstitution mit Wasser k^ine-Partikeibildungen. 

Die erfindungsgemaBen Zubereitungen besitzen auBerdeni .den Yorteil, daB sie im. 
wesentlichen frei von pxoteinartigen oder polymeren. HUfsstofferi*. sind, 4eren Ver-/- 
wendungf-aus medtzmrfeherHincht nicht unprobTemati^h^ein* kann? Aufgrund der Jatr 
sache, daB nunmehr dwnch Auflosen von Lyophilisaten erhaltene, flussige anti- 
kSrperhaltige therapeu^Bfe^rder diagnostische Mittel mit einem pH-Wert von etwa 5 - 
8, vorzugsweise mit . em^pH-Wert 6,0 - 7,4 (pH-Wert des Blutes 7,2 - 7,4) ; hergestellt 
.warden konnen, bejskzekSsie* ferner den Voileil, gut - vertraglich" und weitgehend 
schmerzfrei applizierb^r zu sein. Dies ist vor allefn bei subkutanef Gabe wesentlich, da 
hier leichter Unvertragiichkeiten ^ntstehen als bei imraven6serH3al>e.- " " 

Die erfindungsgem^j^Zubereitungen lassen sich genereH^ii), klinisch relevanten 
Konzentrattonsbereichen des Anttkorpers, beispielsweise von bis zu 20 mg/ml, bevorzugt 
bis zu 10 mg/ml, heretellen. Bevorzugte Konzentrationsbereiche Uegen bei 
Konzentrationen ab. 6^)1 mg/ml, insbesondere ab 0,05 bzw/0,1 mg/ml. Insbesondere - 
werden beispielsweise ^onzentrationsbereiche von. 0,-05 - 10 mg/ml. oder 0,1-5 mg/ml, 
beispielsweise etwa 5, & oder 10 mg/ml verwendet. Die Injektionsvolumina der 
verwendeten Losungen liegen bei weriiger als 2 ml, vorzugsweis^ bei etwa 1 ml im Falle 
von subcutanen oder intravehbsen lnjektionen. Kleine Injektionsvblumen sind bei 
subkutaner AppiikatKm : besonders vorteilhaft, da. sie*nur geringe mechanische Reize im 
Unterhautgewebe hervomifen. GrundsatzJich sind die Losungen auch als Zusatze zu 
Infosionslosungen oder als Infiisionslosungen direkt geeignetrFur den Fall, daB sie als 
Zusatze zu Infiisionslosungen verwendet werden, liegt die Konzentration der Antikorper 



bei hoheren Werten, bersprclsweise bei bis zu 10 mg/m!. Diese. konzentrierten Losungen 
der Antkorper werderv^ "darin ublichen Infusionslosungen zugesetzt, so daB die 
Konzentration des Antik6rpers in der zu applizierenden fnfusionslosyng im therapeutisch 
relevanten Bereich liegt. Dieser Bereich betragt normalerweise 0,001 - 0,5 mg/ml. 

Die-pharmazeutischen^Einzeldarreichungsformen konnen entweder als gebrauchsfertige 
Infusions- oder Injektrohslosungen oder auch als Lyophilisate vorliegen. Falls Lyophili- 
sate eingesetzt werden, so enthalten die Einzeldosisbehalter, beispielsweise Glasampullen 
mit einem Volumen von 10 ml, den Antikorper in Mengen von 0,1 - 500 mg, 
vorzugsweise 10 - 100 mg in Abhangigkeit von der jeweiligen therapeutisch relevanten 
Dosis des Antikorpers. Das Lyophilisat enthalt gegebenenfalls weitere pharmazeutisch 
ubliche Hiifsstoffe. Das Lyophilisat wird-mit einer entsprechenderi Menge an Rekonsti- 
tutionslosung aufgelost uhd kann dann entweder als Injektionslosung direkt oder als 
Zusatz zu einer Infiisionslosung eingesetzt werden. Im Fall der Verwendung als Zusatz 
zu Infusionslosungen Sard clas Lyophilisat in der Regel mit etwa 10 ml einer Rekonsti- 
tutionslosung aufgelost und zu einer physiologischen Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) von 
250 .ml zugegeben. Die so resultierende Infiisionslosung "wird dann Qblicherweise inner- 
halb von etwa 30 Mihuten dem Patienten verabreicht. 

Die erfindungsgemaB emgesetzten Zucker konnen Mono-,. Dj-^ oder Trisaccharide sein. 
Als Monosaccharide kommen Glucose, Mannose, Galactose^Frfictose und Sorbose in 
Frage, als Dtsaccharide Saccharose, Lactose, Maltose, Trehalose und als Trisaccharid 
kommt vorzugsweise Raffinose in Frage. Besonders bevorzugt werden erfindungsgemaB 
Saccharose, Lactose, Maltose, Raffinose oder Trehalose eingesetzt. Anstatt von Maltose 
konnen auch die stereoispmeren Disaccharide Cellobiose, Gentiobiose oder Isomaltose 
eingesetzt .werden. 

♦ - » 

Als Aminpzucker werden "generell solche Monosaccharide bezeichnet und eingesetzt, die 
anstelle einer Hydroxygruppe eine Amino- oder eine acylierte Aminogruppe besitzen. 
ErfindungsgemaB besonders bevorzugt sind hierfur Glucosamin, N-MethylgJucosamin, 
Galactosamin und Neuraminsaure. Der Zuckergehalt oder Aminozuckergehalt betragt 
beispielsweise bis zu 2000 mg, vorzugsweise bis zu 1000. mg, insbesondere bis zu 800 



t 



*^b^ bis* zu 500 mgpro Einzeldarreichungsform. Afs untere Grerize fur den Zuckergehalt 
"kommen beispielsweiSe Jrfengen ab 10, 50 bzw. 100 mg in Frage. Bevorzugie Bereiche / 
sind 200 - 1000 mg, insbesondere 400 - 80.0. mg.* Die hiersenanntenMengehangaben pro : 
Einzeldarreichungsform bezieherwsich^inzeldarrerchungsfoan' die als UyopMltsate irr^^'ri. "> 
den Handel kommen. Derartige Lyophilisate sind vqrzugsweis£ m injektionsflaschen nut^~^& 
' einem Volume vofc-iO ml abgefullt. Nach Auffl^ining fifer Xyophilisate nir ^iner^^^-lf} 
- Rekonstitution'slosungjyo^ 10 ml werden flussige Darreichungsformen erhaJten, die 
direkt vefabreicht werdenTfeiirien. Die Zuckerkonzentration in diesen Injektionslosungen • 
betragt bis zu 200 mg/ml, vorzugsweise bis zu 100 mg/ml, basierend auf den eingangs 
genannten Mengenangaben der verwendeten Zucker. 

Als erfindungsgemafl verwendete Aminosauren.kQmmen basiscbe-AminQ^ur*^^ 
wie beispielsweise^Arginin, Lysin, Histidin, Ornfthin u.aL, "die VdrMg£^$e-afo^ 
Aminosaurephosphate 'etngesetzt werden konnen. Daneben "konnen auch saure ^ r * c \ 
^ABlmosaureri wie z.B. Glutaminsaure und Asparaginsaure oder neutrale Aminosauren 

w\*z.TyT7^^^ bzw. aromatische ^ Aminosauren wiezJB. ' 

Phenylalanine T>r6sifi"oder Tryptophan Verwenduhg : ftiden^Der Aminosaureg*alt in *-^iC : - :v ~ 
den erfindungsgemaOen wafirig"eTTZub"ereitungen betragt bis ^100 mg/ml, bevorzugt bis --:jr^ ; ;~ : - 
- -zu. : 50.:jiig/fnl oder/.Ss .zu 30 .mg/ml.. Als un^«. T &enze^:^mmen. -beispielsweise .>* ^V- 

Konzentrationen ab Jv 5*oder 10 mg/ml inr Frage. 'Bevorzugfe Konzentratioinen liegen r : \\ \ 
. beteptefeweise im BercruSrvon 3-30 mg/ml bzw. 10 - 25 mg/mi: Fur den Fall; dafl die -r^-.W 
entsprechenden Darreflchungsformen als Lyophilisate in den Haftdel kommen, werden * ^ 
^ r dies^Efophilisate vorzugsweise in Injektionsflaschen (Vohimen von beispielsweise 10 -^T" 

nil) " zur Verfugun£vtgestellt. Derartige . Einzeldarreichungs&rrnen enthahen die 
; >!^nosauren in einer Menge von . .. d. 

300m g : \. . : '<^J 

. / .Als Tenside kommen alle in pharmazeutischen Zubereitungen ublicherweise eingesetzten 

Tenside m Frage,- vorzugsweise Polysorbate und Polyoxyethylen-polyoxypropylen- . • 
_,Polymere. Es sind niedrige Tensidmengen von 0,05 bis 0,5 -ing/ml, vorzugsweise 0,1 •_•.*.;- 
mg/ml, ausreichend zur Stabilisierong der Antikorper- la "den oben envahnten * 



9 



, Einzeldkrreichungsformen betragt die Menge der Tenside 0.5 - 5 mg im Falle eirtes 
Lyophilisates, das in efnet Injektionsflasche von 10 ml abgefullt ist. 

Die mittels der genannten Zusatzstoffe erfolgte Stabiiisierung von'OVritikoTJerivVez^ht: 
sich prinzipiell auf alle bekannten monoklonalen.und polyklonalen Antikorper und deren 
TabrFragmente. Das Molekulargewicht der Antikorper betrigt 50 kb'a - 200 kba pro 
Monomereinheit, insfeesondere liegt das Molekulargewicht bei etwa 80 - 150 kDa. 
Insbesondere konneo srfjndungsgemaB Antikorper gegen das Hepatitis-B-Virus, gegen 
AIDS-Viren, Cytomegalic- Viren, Meningoenzephalitis- Viren (FSME) t Roteln- Viren, 
Masern- Viren, Tollwuterreger, Pseudomonas aeruginosa-Bakterien, Varizella-Zoster- 
Viren, Tetanuserreger oder Diephterieerreger stabilisiert werden. Die Antikorper- 
konzentration kann vorzugsweise bis zu 8 mg/ml betragen. Vorzugsweise betragt ste 
beispielsweise 0,05 - 2 mg/ml. Die Menge an Antikorper in der Einzeldarreichungsform, 
beispielsweise in einerp JLyophilisat in einer Injektionsflasche von 10 ml, betragt bis zu 50 
mg/vonnigsweise bis zu 20 mg oder 10 mg. 
* c ** 

Neben den genannten ZusatzstofFen Zucker, Aininosaure und Tensid konnen die 
erfindungsgemafien Lyophilisate physiologisch vertragliche HilfsstoflFe aus der Gnippe 
der Sauren, Basen, Puffer oder Isotonisieningsmittel zur Einstellung des pH-Wertes auf 
5 bis 8, vprzugsweise.6,0 bis 7;4 enthalteft. Die Pufferkapazit&t tfer Praparate wird so 
eingestellt, dall beim Aufldsen der Lyophilisate mit ublichen -Rekonstitutionslosungen, 
wie beispielsweise Wasser fur Injektionszwecke, die Pufferkonzentration im Bereich 
zwischen 10-20 mMol/1, bevorzugt bei etwa 15 mMoI/1, liegt. 

Die Reihenfolge der Zugabe der verschiedenen Hilfsstoffe oder des Antikorpers ist weit- 
gehend unabhangig Jiinsichtlich des Herstellungsverfahrens und' liegt im Ermessen des 
Fachmannes. Der gewunschte pH-Wert der Losung wird durch Zugabe von Basen, wie 
beispielsweise von Alkalihydroxidert Erdalkalihydroxiden oder Ammoniumhydroxid ein- 
gestellt. Vorzugsweise wird hierzu Kaliumhydroxid verwendet. Die Einstellung des 
gewunschten pH-Wertes ist prinzipiell durch Zugabe von basischen Losungen moglich. 
In diesem Sinne kommen allgemein Salze von istarken Basen mit schwachen Sauren in 
Frage, wie z. B. Natriumacetat, Natriumcitrat, Di-Natijum- bzw. Di-Kaliumhydrogen- 



-phosphal^oder Natriur^rfeQnat. Fur den Fall, daB die pharmazeutische Hilfsstqfflosiing 
rineri basischen pH-W^^fiveist, erfolgt die Einstellung durch Titration mit Saure,*bis* 
der gewunschte pH-Ber>i:^ erreicht ist. Als Saurerv konynerv physiplo&isch ^ S^rtrigliche. 
anorganische-oder orgajii?che\Sauren in"FrageV^ 

saure, Essigsaure, Zi^oj^is^re. pder allgemeln' ; u&liehe LeVungenvV^n, Subjstanzen; die 
emen sauren pH-WertJb^itz<en; Bevorzugte Sutoanzen sind in diesem Sirihe -Salze von * 
starken Sauren mit7^»iachen Basen, wie z. B. Natriumdihydrogenphosphat Oder -, 
Kaliumdjhydrogenphosptarb Bevorzugt wird derj>H- Wert* der Losung mit Phosphor- ., 
saure oder einer wassrigen Kaliumhydroxidldsung eingestellt: 

Zur Herstellung gut vertraglicher parenteral Arzneiformen ist der Zusatz von iso^ 
tonisierenden Hiifsstoffen^eckmaflig, wenn nicht durch <lie.osrnptischen Eigen^ha^cn^v 
des Antikorpers und : r^^^T Stabilisierung eingesetzten ZusatzstofTe. _bec£b-Isotoiiie 
erreicht werden kamt^^^-werden vor allem nicht-ionisierte, gut vertnagliehe Hflfsstoffe 
eingesetzt. Der Zusatz^nrrSalzen, z.B. NaCl, sollte jedoch nur in geringen Mengen 
erfolgei^ Jmbesohd^e^^^vorzugsweise ein Wert von 30 mMol/1 in der .fertig 
applizierbaren InjektiSEg^der Infiisionslosung nicht Qberschritten werden 

• - ... ... 

AuOerdem konnen c^^harmazeutischen Zubereitungen weitere^bUche^ifiifs- <>derr- 
Zusatzstoffe enthalten/^^^fSnen Aittioxidanzie^ we^eis^ odef 
Ascorbinsaure oder ah^SslB&ibstanzen zugesetzt werden. '* 1 v_ 

Ziir Heretellung der^^^^flis^e. werden zunachst die waBrigen. pharmazeutischeh 
Losungen, die den Ajrafikorper enthalten, hergestellt. Bevorzugt wird eine gepufferte " 
natriumcWoridhaitige ^til^ eine : 

waflrige LSsung mit d:eq£^atzstoffen Zuckef^^AnMnosaOT^updJ.Xensid beigemischt, 
wobei der pH-Wea mi£ekieF Saure oder Base auPS bis 8 eingestellt \vird • Der Zusatz 
von Phosphorsaure b^^g$*atsalzen und Natriumchlorid erfolgt in solchen Mengen, 
so da0 die' zuvor defiBSften Konzentrationen erhalten werden. AnschlieBend erfolgt die 
Sterilfiltratton und LyOphiCsation der so hergestelhen Losung. 



Mit der'Erfindung korineri ohne Verschlechterung der Qualitat auch einfrierempfindliche 
Antikorper enthaltende iftstabil.e, waCrige Losungen mitteis Gefiriertrocknung in. auch bei 
hohen Temperaturen, s^ile Zubereitungen Qberfuhrt werden.^ 

Die erfindungsgemaBen* Lyophilisate haben auBerdem den Vorteil/dafi sie Beben Ver- 
meidung einer SchadigUn^Zcfer. Antikorper beim Einfiieren auch nach einer Langzeit- 
lagerung bei 50 °C keine Abnahme im Antikorpergehalt uhd keine Aggregatbildung oder 
ein Ausflocken zeigenT'^-sind somit hinsichtlich Antikorpergehalt und Reinheit stabiL 
PartikelbiWungen werd^^rhinden\ was sich-in den geringen Triibungswerten-nach 
Rekonstitution der Lyophilisate mit Wasser fxir Injektionszwecke zeigt. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand-von Ausfiihrungsbeispielen naher erlautert: 

Die Beispieie 1 bis IG^igen, in* welcher Weise die erfiridungsgemaBen Lyophilisate 
formuliert, hergestellt undBirisichtlich Antikorperstabilitat untersucht werden kbnnen. 

.-..** * **" " " 

Vergleichende Untersiichuhgen ohne Hilfsstoffe oder mit Saccharose allein oder mit 
Mannit als Ersatz der~£uckerkomponente oder mit der Aminosaurekomponente allein 
oder nur Zucker- und Aminosaurekomponente ohne Tensid zeigen, jiaB die AuswahJ der 
erfindungsgemaOen KomlS^ptton der Zusatzstoffe aussschlaggebegd fiin clasJErreichen 
einer stabilen Rezeptur ist. -Sowohl Saccharose allein, Aminosaure allem oder beide 
Komponenten ohne TensM^fuhren zu instabilen Rezepturen. 

Die erfindungsgemaBen pizepturen sind gegen Einfrieren unempfindlich, und auf die als 
toxisch anzusehenden Polymere oder Proteine vsae Polyethylenglykole, Gelatine, 
Serumalbumine kann votttfiand.ig verzichtet werden. Rei deit Tensiden handelt es sich nur 
um relativ geringe Mengeaan physiologisch gut vertraglichen Tensiden^ *" 
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Bei dera in den folgenden-Ausfuhrungsbeispielen eingesetzten Antikorper gegen HBV 

handelt es sich um einen Vekombinantea, humanerCrnonoklonalen Antikdrper (MAK) aus 
einer murinen Zelle. Er besitzt ein Molekulargewicht vori etwa. J47 KDa und ist gegen 
das. Hepatitis B-Oberflacfienantigen (HBsAg) des Hepatitis^ B-Yirus gerichtet Der 
5 . monoicJonale . -AntikorpVi^rkennt die a-Determiflante**des HBsAg/ die in.oriahezir/aUen* 
bekannten Varanten'de^Vinis* konstant ist. Dieser Antikorpef" kann beispietsweise.fur 

folgende mediziniscfre/^ndikationen eingesetzt werden: Behahdlung der chronischeri 

v ) Hepatitis, fur die bi&her -Jioch keine befriedigende Behandlunsgtmoglichkeit existien; 

Behandlung der passiven Immunprophylaxe in HBsAg-positiven Lebertransplantations- 
10 patienten. In Mittel- und Nordeuropa und den USA sind bis zu 2 % der Bevolkerung 
l '* Trager des Hepatities B-Virus, in Sudeuropa bis zu 3 %, in Afrika und Femaost sind es 
10 - 15 %. AJs Konsequenz- dieser rhronischen -InfektiorT rst"die Entwicklung eines- 
hepatozellularen Carcinoids um das 100-fache erhdht, 40 % der Virustrager sterben als 
Folge dieser Infektion.-*.^;-_ . • - :^ v 
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Beispiel 1 zeigt das . Yerhalten einer waflrigen. phosphatpuffer- und natriumchlorid- 
haitigen Losung einetTmdnoklonalen Antikorpers gegen Hepatitis B Virus (MXK HBV) 
beL pH^5 t pH=6,5 und pH=8 nach Einfrieren und Auftauen. Es zeigt, dafl Einfrieren und 
"Auftauen den monqklonaien. Antikorper schadigt. ... 

Beispiel -2 demonstiip^|ffe" Moglichkeit der St'abiiisierung-JSiner erfindungsgemaBen- 
Zubereitung mil Saccharose oder Maltose oder einem Aminozucker (N-Methyi- 
glucosamia oder Galactqsamin) und Argininphosphat und Tween 20 jnit einer Konzen- 
tratton des Antikorpers von 2 mg/ml, d.h. 2 mg im Lyophilisat. ' * 



In Beispiel 2a ist dieselbe^ZuJbereitung wie in Beispiel 2 gezeigt,*nur*mit der Antikorper- 
. . konzentration 8 mg/ml: As\ den Beispielen 2 und 2a wird .sichtbar, dafl durch die Kom- 
. _ . .bination,.<der. erwahhteoJHUfs^offe^ nicht nur die Schadigung des Antikorpers beim 
Einfrieren vermieden wird, sondem auch eLn 'positiver ElnfluB "auf die Stabifitat bei 
30 - Langzeitlagerung ausgefibt wird. 



Beispiel 3~erl"autert die Notwendigkeit von Aminosauren und Tensid in der erfindungs- 
gemaBen Zubereitung. t)ie Verwendung von Saccharo.se alsOeriistbildner allein fuhrt zu 
einem instabilen Lyophilisat. 

In Beispiel 4 wird die Variation 4er Aminosaurekomponente*beschrieber>. Es zeigt sich, 
dafl sewoW die Variation der basischen Aminosauren in Form von Arginin_oder Omithin 
als auch der Ersatz der basischen Aminosaure durch eine neutrale Aminosaure, wie z.B. 
durch Leucin oder durch* eine saure Aminosaure, wie z. B. durch Asparaginsaure, zu 
einer lagerstabilen ZUbcr^itung fuhn. I. ... ^ 

In Beispiel 5 wird die Lyophilisation einer Rezeptur mh Saccharose, .Arginki und Tween 
20 sowie KaliumphqsphatpufFer und Natriumchlorid. bei verschiedenen pH-Werten (pH 
5, pH 6;5-und pH 8)iverglichen. Die erhaltenen Datenieigeri, daB~eine Lyophilisation' 
innerhalb dieses pH r BereicHes ohne Beeintrachtigung der Stabilitat moglich ist. 

Ersetzt man das erwahnte. Tensid Tween 20 durch eiiten Vertreter der oberflachenaktiven 
VerbindungskJasse Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere (Handelshame Pluronic*) 
wie in Beispiel 6, ergibt sich ebenfalls eine hinreichende Stabilitat der erfindungsgemaBen 
Zubereitung/ "*.-: 

Beispiel 7 demonstrieft die Instability einer Rezeptur mit Mannit als Gerustbildner als ' 
Ersatz fur Saccharose, Maltose oder den Aminozucker (siehe Beispiel 2). 

Laflt man in der Rezeptur den Zucker und das Tensid weg, wie in Beispiel 8 gezeigt, 
wird die Zubereitung instabil. 



Eine Kombination aus Zuc.ker (z.B. Saccharose) und Aminosauren ohne Tensid in Bei- 
spiel 9 zeigt zwar -bei -den Parameters Gehait und Aggregate gute Ergebnisse, die 
Turbiditat war jedoch wesentlich erhoht im Vergleich zu den erfindungsgemaBen 
Rezepturen mit Zucker;-Aminosaure und Tensid. 
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— zeigt, daB auch andere monoklonale Antikorpermit einer Kombination des •:- 

Zuclcers, Aminosaure und. Tensid stabilisiert werden konnerODer Antikorper Anti-L- \; 



•*— > — ^ 



Selektin ist beispielsweise in einer Konzentratiort vcm : ^7. rhg.irfXyophilisat* stabil,.Die. 
Lyophilisation erfolgt ausgehend von einem Volumen vonl-ml em.ef wassrigen Losung. ... 



- Untersuchungsnjiethoden zur Stabilitatsbestimmung 



Die lyophilisierten Zubereitungen wurden unter LichtauschluO bei definierten Lager- 
10 bedingungen gelagert und danach analysiert. Fur die Analysen wurden folgende Test- 

C '** methoden verwendet. ~ _ . 



s 



OP 280: Optische Dichte bei 280 nm. Photometrische Bestimmung des Pro^irigehaltes, -''*T. ""**"" 
. „ r . die UV-Absorptior^^ Tryptophan- - ■ 

*'W™^-und Phenytalaninreste. Spezifikation: 95-105% — 

SE-jffrEC: Size^x<^si6n-Hochleistimgs^^ Besummung- : ^von ■ 

Aggregates Spezifikation: max, 2%. "- : \_." I.-: ;- * " ^ 



Trubungs messung: > Nach Rekonstitutron des Lyophili'safces wurde die^Messung an der ~- ^y y 
un^fdunnten A^tU5o?p'erl6sung in einem geeigneten TrubungspTVotom'eter durdtgefuhrt! V * ? ^?£^W * 
Spezifikation: max. 6 Trubungseinheiten. * * 



. '.^rwini eine winger phosphatpufFer- und natriumchloridhakige Sta :;C*r;; 
; i. •^^Wj^; rbesQhriebenen MAK.gegen HBV hergestellt und untersucht. Die Konzentration des 
^'X^T™ " ' ; M& r Iiegtbdetw^Y5mg/ml. . ** ' S 

• w-; r ' . * * .." ~~ /.„.. " • . 

Die Tabelle la zeigf^zum einen die Emfneriabiiitat der monoklonalen Amikorperl&aung _ > . 
. bei yefschiedenen pH-Werten bei -2Q?£ V wp-sfcfi' Bfcreits nach-4 Wochen ein Abfall des .^i&j/' 



Proteingehaltes auf 92; 1 bzw. 94,2 bzw. 94,0 *% -ergibt. Ebenso. wird ein.Abfall des 
Proteingehaltes beiTajgening bei 25°C beobachtet. Unter der Lagerbedingung 4-8°C im 

Kuhischrank ist der Axitikorper uber 9 Monate hinreichend stabil. r 

• • r "-*v • * ■ - 

Die Tabellen lb-ld"zeigen die Stabilitatsdaten der hergestellten monokJonaien Anti- 
korperlosung bei pH-Werten 5, 6,5 und 8 bei -20°C, 4-8°C und 25°C Aiich hier zeigt 
; sich, daB nur eine* Lagerung bei 4-8°C akzeptabel ist. 

Tabelle la: ~~Veraaderungttes Antikorpergehalte$ in der Wirkstofflosung (10 mM 
KaliumphosphatpufFer, 30 mM Natriumchlorid, Wasser fur 
Injektionszwecke) - J * .. '*""*.' ' 





pH5 








pH 6,5 




pH8 . 






Zeitpimkt 


-20°C 




25°G 




-20°C 


4-8°C 


25°C 




-20°C 


4-8°C 


25°C 


•Start 




> 99 








>99* 








>99 




4 Wochen " 


?2,1 




>99 




94,2 


>99 

• 


>99 




94,0 . 


>99 


>99 


13 Wochen 


78,9 


*>99 


97,2. 




81.2 


>99 


98,1 




.77,8 


>99 


-.96,1 


6 Monate 


61,2 


>99 


94,1 




69,9 % 


>99 


94,4 " 




* "65.8 


> 99 


91,9 


9 Monate 


47,8 


>99 


88,7 




55,6 


>99 


. 90,2 




51,0. 


> 99 


84,3 



Alle Angaben in %;-Die Proteinbestimmung erfolgte mittels Messung der Absorption bei 
280 nm (OD 280). * 



Tabelle lb: Aggregatbildung und Triibungswerte der Antikorper-Wirkstoffldsung, pH = 5 



Zeitpunkte 


-20°O- - 


'4-8°C 




25°C 




Aggregate Trubung 


Aggregate 


Trubung 


Aggregate Trubung 


Start 


n.n 1.5 


n.n. 


1,5 


n.n 1,5 


4 Wochen 


Aggregate Ausflock. 


n.n. 


1,5 


0,7% 1,5 


13 Wochen 


Aggregate Ausflock. 


0,2 % 


1,8 


1,9% l t 8 


6 Monate 


Aggregate Ausflock. 


0,3 % 


1.9 


Aggregate 9,9 


9 Monate 


Aggregate Ausflock. 


0.6 % 


2.-1 


Aggregate 10,9 



n.n. - nicht nachweisbar^- 



Tabelle 1 c: AggreRatblic^g uhd Trubungswerte der Antikorper-Wirkstofflosung^pH = 6,5 



o 



Zeitpunkte 


-20°C -v 


4-8°C 




;25°C ' 






Aggregate?* • "TfubuBg 


Aggregate. ' 


TrObung.'- 1 


.Aggregate 


Trubung" • 


Start ^ 


n.n 1,2 


n.n _^ 


l,2; ; • .;■ 






4. Wochen 


. Aggregz^^^ois flock. 


n.n. 


1.3 


0,5% - 


1.4 


13 Wochen. 


Aggregatg^Cusflock. 


0,2 % 


1.4 


JL.8 % " 




6 Monate ^ 


Aggregate^^feflock. 


0,3-%" 


1.9 


4.9 % 


"Ausflock. 


9 Monate 


Aggregate Ausflock. 


0,6 % 


2,1 


9,3 % 


Ausflock. 



Tabelle Id: Aggregatbildung und Triibungswerte der Antikdrper-Wirkstofflosung, pH =8* 



( ) 



10 . 
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Zeitpunkte . 


-20°C'V?^: r -. _ 
Aggregk^^fTobung 


4-8°C . 
Aggregate 


Trubung 


25fC: . - 
.Aggregate 


Trubung 


Stan 


nji 


n.n ' 


1,4 . . 


n.n 


M . 


4 VVSchen 


2,0% .^^Xusfloclc. 


0,3"% 


1.5 . • 


0,74 % 


1.7 


13 Wochen 


2.8 %. -^S£=_A.usflock. 

: 


0.5% 


1,8 


1,95%. 




6 Monate 


3.7 %- - - fAusflock. 


0.-6 % 


1,9 - 


3,0% 


Ausflpck. 

• *" .••..* 


9 Monate 


5.4% ^T^OStJOGk, - 

' . nTlkJ?-. _. 1 


0,* % — -' 


r l-l.: *- 


4,3,%- 


'Ausflock. ' 



* .... — fZtO-crr>\*.- "•~ k "- 



Aggregate in % mit ^e=HPLC t Trubung in . TrGb^ngseinheiten (Turbiditat) mit 
Tnibungsphotomete^^^^^- 

Beispfel 2: - v.^." . • . - 

-» ^ *-> * , _ - - ^ , Z" . . 

Waflrige Losungen d^H^SSblgend genannten Zucker bzw." >fiftin6zucker. Saccharose 

( Rezeptur 1 \ Maltosgg gtezepmr 7.) und N-Methylgliicosamin fRezeptur 3 ) mit 

V:. -- * *. 

ArginihpHosphat-PuHS^S^Pvyeen 20 als Tensid wurden mit eiher Losung des mono- 

klonalen Antikdrpers "gegen HBV gemaB Beispiel 1 versetzt. Eine Ubersijcht der 

Rezeptur ist in Beispie^"2a*dargestellt. Die Endkonzentration des MAK betragt 2 mg/ml. 



Die Losungen wirdenj nach Einstellung des pH-Wertes mit Phosphorsaure auf 6,5 
sterilfiltriert (0,22^rri~MembranfiIter) und in sterile und entpyrogenisierte Injektions- 
flaschen aus Glas (hydrelytische Klasse I) abgefiillt (Fullvofumen 1 ml) und lyophilisiert. 
Nach Lyophilisation warden dife Injektionsflaschen-mit Stickstoff beluftet, mit Stopfen 
automatisch in der Gefnenrocknungskammer verschlosserv danach verborci^t. . 

Die Lagerung der v^rfedrdelten Injektionsflaschen erfolgte unter LichtausschluO uber 4 
und 13 Wochen bei* yfcrscWedenen Temperaturen. Nach diesen Zeitpunkten wurde die 
Stabiiitat dier LyopTuR^teltiit deh beschrtebenen UiitersuchyngsmethQdep Untersucta 



Tabelle 2a: Lagerung bei 25°C 





Lagerung 4 Wochen bei 25°C 


Lagerung . 13 Wochen^ bei 25° C 

i. : ir m . 


Rez. I Saccharose 


"/-.M» - n.n. 1,7 


100 nX 1,6 


Rez. 2 Maltose 


^ 100 n.n. 1,6 


10.Q * n.n. - 1,8 . 


Rez. 3 N-Methyl- * 
glucosamin 


•*;;:i00 n.n. 1,8 


100 n.n 1,5- - 




Tabelle-2b: Lagemng^ei 50°C. 





Lagerung 4 Wochen bei 50°C 

i — n in - 


Lagerung L3 . Wochen bei 50°C 


Rez. 1" Saccharose 


• /T>9Sj ' f n.n. - . 2,0 




Rez. 2 Maltose 


^>99 nji.— - L,9 


. >99 *' ;\ -nln 2j 


Rez. 3 N-Methyl- 
glucosarrun 




>99 n.n. 2,0 



Legende: . 

I Proteingehalt in % mit OD 280 

II Aggregatein l %mit ^ SE-HPLC 

III - Trubung der ^^^tituierteaL^sung ihTu^ 

n.n. mcht-nachweLsbarJ^iHch in alien weiteren Tabellen so benutzt) 

•- — 

Beispiel 2 a 

- 

In Beispiel 2 a ist die Rezeptur 1 aus Beispiel 2 mit 8 mg/ml Antikorper (- Rezeptur Ia> 
dargestellt. Es zeijgj ^ip^tjaB in dieser Rezeptur auch hohere Konzentrationen bis zu 8 
mg/1 ml Antikorper hinr^eichend stabil sirid.' * 

Zusammensetzungen der[Rezepturen 1 und la: 





Rezeptur 1 


Rezeptur la 


MAKHBV /: 


2,0 rhg 


*.0.mg 


KaliumpbosphatpufFer. ^ * 


15 mM; 


15 mM . 


Natriumchlorid . * - 


30 mM 


30 mM 


Saccharose 


68,0 mg 


58,0 mg 


Arginin * * i* ** 


10,0 mg 


10,0 mg 


Phosphorsaure 


adpH6,5 


ad pH 6,5 


Tween 20 


0,1 mg 


9»i nig 


Wasser fur Ihjektionszwecke . 


ad 1,0 mt 


ad 1,0 ml 
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Tabelle 3a: StabiiitatsdateaRezeptur 1 und Rezeptur la bei 25 °C 

























Lagening 4 Wochen bei 25°C 


Lagening 


-13 Wochen bei 


25°C 








_ . I . 


. II _ 


_IH 


. . I. .. 


"'--.II. 


Ill* 






Rez. 1': 2 mg/I ml 


: - 400; 


- n.n. 


. 1.7 


100 


. :.-n<n. 


• 1,6- 






Rez. ia: 8 mg/1 ml 




n.n. 


4.8 


>99 


. n.n. 


4,7 






Tabelle 3 b: Stabilitatsdaten Rezepturen 1 und la SO°r 










Lagecung 4 


Wochen 


bei 50°C 


Lagening- 


.J3 Wochen bei 


.50°C 






J - 


n 


in 


I 


n 


in 




Rez. 1: 2 mg/l ml 




- ^.99 ' 


n.n. 


2.0 


>99 


n.n. 


2,0 




Rez. Ia: 8 mg/1 ml 






n n. 


4.7 


>99 


n.n. . 


5.5 . 





I Proteingehalt in °/° mit OD 280 
n Aggregate in % mit- SE-HPLC 

III Trtibung der rekonstituierten Losung in Turbiditatseinheiten (dimensionslose Zahl) 



Beispiel 3 




Vergleich der Rezepturen 1 und 4, Rezeptur 4 enthalt nur Saccharose als Geriistbildner, 
kein Argininphosphat und kein Tween 20. Rezeptur 4 ist instabil. 





Rezeptur 1 


Rezeptur 4 


MAKHBV 


2,0 mg 


2,0 mg 


Kaliumphosphatpuffer 


15 mM 


15 mM 


Natriumchlorid * * * 


30 mM 


30 mM 


Saccharose * ~ r : * 


68,0 mg 


68,0 mg . 


Arginin 


10,0 mg 




Phosphorsaure oder KOH 


ad pH 6,5 


ad pH 6,5 


Tween 20 


0,1 mg 




Wasser fur Injektionszwecke 


ad 1,0 ml 


ad 1,0 ml 
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^ Tkbelle4a> Lagerungrbet 25°C 





Lagerung 4 Wochen* bei -2*5°C 
I II ..III : 


: Lagerui^:13 .Wocheb bei: ,25°G 
..J... : - UI 


R'ez. 4 : Sacch mit 
Arg.phos. u. Tween -20. '■*•• 


100 n.n. 1,7 




_Rez..4: Sacch ohne-Arg. 
phos. u. Tween 20 its* 


. 98,3 1,6 6,1 ' 


96,(f '4.3 9.5 



Tabelle 4b: Lagerung bei 50°C 



| . i: Sacch- mit 
Ajs^b^o: £ween 20_\;;. 



Rer. . 4; Sacch r'pJute 
Arg.phos. und Tween 20 



Lagerung. 4. Wochen bei 50^ 
l" ff" ffl 



*C- iagening*43 Wochen ^bei -.5 0°G 

f \. "n 7 . in - 



100 n.n. 2,0 



.96,0- , 4,2 8,5 



>99 



n.n. 



2,0 



*9JT' - 10,1 10,9 



Legende: I . . " . 

I * "Proteingehalt in % mit OD 280 
10 II " Aggregate iri % mit SE-HPLCIII Trubung der rekonstituierten Lffiwng'Tn:-*-*^^ 

r -?r ' . TurbiditatscSnbeiten (dimensionslose Zahl) - " V. . . 

IIT. Trubung^ettekonstituierten Losungin Tuitiditatseinheiten tdanensronslose Zahl)\ 



( ) 



^9- 
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Bcispiel 4 



Variation der Aminosaurekomponente der Rezeptur. Die Jlezepturen mit.basischeh. 
sauren und neutralen Aminosauren sind stabil. * : " \ 



Zusammensetzung der Rezepturen: 

MAKHBV ' *** - 
' \ Kaliumphpspbfa^p uffet 
Natriumchlorid 
Saccharose 
Aminosaure 

Phbsphorsaure oder KOH 
T ween 20 
'• Wasser fur Ihjektioftszwecke 



2,0 mg 
ASmM . 
30 mM 
35 r 70 rag^ 
variabei 
ad pH 6,5 
0,1 mg 
ad 1,0 ml 



Tabetle 5 





Aitunosaure 


"Rezeptur I ' \f 
Rezeptur 5 
Rezeptur 6 
Rezeptur 7 


Arginin (basisch) 
Omithin (basisch) 
Leucin (neutral) 
Asparaginsaure (sauer) 



Der pH-Wert wird dur£h#hosphorsaure oder Kaliumhydroxidlosuhg eingestellt. 
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Tabeltert 6a - d 



10 



15 



Untersuchungsergebnisse.74$r Rezepturen l % 5, 6; 7 nach Lagerung : voir 4 iind 1! 



Wochen. " *! 










al Tabelle 6a^Rezeptur^ 


'&teinin>: 








• : X£ 












, " Lagerzeit 4 Wochen 


Lagerzeit 13 Wochen 




T . 25°C 


50°C . 


. „.25°C 


50°C 


Proteingehalt % (OD 280) 


100 


>99 


100 


>99 


Aggregate % (SE-HPLC) 


n.n.- 


n.iL„ . 


n.n. 


. n.n. . 


Tnibung(Turbiditat) 


17 


2.0. 


. 1.6 


2.0 



b) Tabelle 6b. Rezeptut^^e'nuthinV 





. v Lagerzeit 4 Wochen 

25°c - se°c - - 


* Lagerzeit' 13 Wochen 
25°C * - 50°€ 


Proteingehalt % (OD 280>- : 


>99- >98 


>?8 >98 


Aggregate % (SE-HPLCfc JL ! s 

- - 


i;.' n.n. n.n. 
** - 


■ • * - n.nr n.cu. - 


Triibung (Turbiditat) 

Ht^i 


.1.9 1,9- 


•,-^•..•-^^,.,.• .2.1 , 



•v* , 



c) Tabelle 6c. Rezept*fc : S^igndnV 





Lagerzeit 4-Wochen 

*- v .25°C 50°C. ' 


.. _Lagerzeit i3 Wochen 


Proteingehalt % (OD 2<B£» 


fo/"2>98 >98 


>98 >98' 


Aggregate % (SE-HPL^gtf 


'• n.n. n.n. 


0.1 0.1 


Triibung (Turbiditat)- 


.1 2.2 2,4" 


2,8 2,7 



d) Tabetie 6d. Rezeptuf 7<Asparaginsaure): 





"Lagerzeit 4 Wochen 


Lagerzeit \2t ,Wochien - 




25°C 


50°C 


25 a C-. 


- 50°e - : 


Proteingehalt % (OD 280) 


. >98 


>98 


- >98 


.-. .->?8. .-. 


Aggregate % (SE-HPLG)^^; : 


n.n. 


n.n. 


0,1 


0,1 


Triibung (Turbiditat) .. r ~.-* 


2.7 


2,7 


3,4 


_ 4 -° 



Beispiel 5 

Beispiel 5 enthalt die. Rezeptur 1 bei verschiedenen pH-Werten,..die Herstellung der^-: 
Lyophilisate erfolgte wie in Beispiel 2 beschrieben, die Einstellung des pH/der Hilfs- 
stofflosung bzw. dc^.JPxoduktiosung vor Lyophilisation erfolgte mit -85%-iger 
Phosphorsaure* .* • - 

Rezeptur: *!.r?;-. 

MAKHBV 2,0 mg 

Kaliumphosphatpyfer * 15mM » - • * • - :'• 

Natriumchlorid . * - 30 mM . , , v - 

' -i— 

Saccharose : '* 68 mg 

Arginin " ** ^s^--- 10 mg 

Phosphorsaure - - ad pH 5; 6,5; 8 

Tween 20 . v 0,1 mg, - . " v * ' * * 

Wasser fur Injektj^szwecke ad 1,0 ml — " :~'\ 

Hergestellt wurden die Lypptelisate mit den pH-Werten aus Tabelle 7. 
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Nach Verbordelung dertlnjektionsflaschen wurden diese unter . LichtausschluB bei^ *■ 
definierten Temperaturbedingungen eingelagert. Nach Lagerzeiten Von 4 Wochen und 13 
Wochen wurden die Muster analysiert (Proteingehalt in %: OD 280, Aggregate in %: 
SE-HPLC, Trubung: Turbiditat). Die Rezeptur^artfei alien pH^NVerten stabil/ • . 

> * - * . . ~ : v ** ; . . 

- • '•'{ Tabetle 7: ' ' : , - - — \ - 





pH 


Rezeptur 8 . 


5 


Rezeptur 9 (ident. mit 1) 


6,5 


Rezeptur 10 


8 











io Tabelle 8a: Lagepun&\bj»5?S°C *" 





Lagerung 
. . T fc 


4 Wochen 

n 


bei 25°C 

m 


Lagerung 
I 


13 Wochen bei 25°C 
n ffl 


Rezeptur 8. 


100 . 


an. 


1,9 


>99 




• -2,3 • 


Rezeptur 9 (=1) 




n.n 


1,7 


- 100 


no. 


K6 


Rezeptur 10 


>9?: 




2.3 


>S9 


0J|. 


v 2.6 
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Tabetle 8b: Lagerung beiJO°C 





Lagerung 13 Wochen bei 50°C 
I II III 


Lagerung * 13. Wochen . bei 50°C 
I * . II HI 


Rezeptui; 8 


>99 . n.n. 2,2 


>99 . n.p. 2.3. . .... 


Rezeptur 9 (=1) 


>9$: : n.n. 2.0 


. >99 n.n, 2.0 


Rezeptur 10 


>98 \ n.n. 2,5 


>98 n.n. 2.6 



Legende: 

5- I Proteingehalt in % OD 280 

II Aggregate in % mit SE-HPLC ; 

in Triibung der rekonstituierten Losung in Tuii)idUatseinheitfeiL(dimensionsIose 

; Zahl) ' : ' L '?r^'^~ [ r . . \ * 

- *- 

v.- - - - . . . .V* 

10 Beispiel 6 ' - 

Die nachfolgend beschriebene Rezeptur mit dem Tensid Plutonic F 68 an Stelle von 
Tween 20 wurde wie zuvor beschrieben hergestellt: ■ 

IS Die Lagerung und Stabilitatsprufung erfolgt in anaJoger Weise wie bei den anderen Bei- 

spielen. • - . 

Rezeptur 1 1 : 



MAK HBV 2,0 mg 

Kaliumphosphatpuffer 1 5 mM 

Natriumchlorid ' ; 30 mM 

Saccharose 48,0 mg 

Arginin --r-v* 10,0 mg 

Phosphorsaure ad pH 6,5 

Pluronic F 68 0, 1 mg 

Wasser fur Injektionszwecke ad 1,0 ml 



i 



.--Alj Vergleich ist Rezeptur. 1 gewahlt, die mit Rezeptur 11 identisch ist, bis auf Tween 2Q 
an Stelle von Plurorirt^iS8: Beide Rezepturen waren stabil. 



T-abelle 9: Stabilitatsdaten-der Rezeptur-mit den Tensiden-Plurbnic F 68 und Tween 20. 



.. 


Rezeptur 11 ^ 
Lagerzeit * Lagerzeit 
"4 Wochen 13 Wochen 

25°C * 50?.C- 25?C 50°C 


Rezeptur I • 
Lagerzeit* Lagerzeit . 
4 Wochen 13 Wochen 
25°C :50°C 25°C ^.0.°C. 


Proteingehalt % 
(OD 280) 


>98 >98 >98 " >98 


100 >99 * .100 >9§ ' 


Aggregate % 
(SE-HPLC) 


n.n. n.n. n.n. n.n. 


n.n. - - n.n; - * n.n. -n.n. - 

- - ■ ' . 


Trubung "7 - 
(Turbiditat)' 


1,9 L9 2,5 2,2 


1.7 2,0 i.s - 2.0 ;, 



Beispiel 7: 

Die in diesem Beispiel teschriebene Rezeptur 12 entspricht inf "weSentlichen Rezeptur 1. " * - [ 
nur wurde hier als .Tierustbildner Mannit an Stelle von Saccharose eingeietzt. Eine . "''< 
Instability der Mannitrezegtur ist erkennbar. . 

Rezeptur 13 * ' 



MAKHBV 2.0 mg 

Kaliumphosphatfiufier * 15 mM 

Natriumchlorid . 30 mM 

Mannit 25,0 mg 

Arginin I0,0,mg 

Phosphorsaure ad pH 6,5 

Tween 20 0,1 mg 

Wasser fur Injektipnsxwecka- -— ; : ad 1,0 ml 



Tabelle 10: Stabititatsdaten der Rezeptur^n rnj.t den Gerustbildnem Mannit 
- (Rezeptur 12) und Saccharose (Rezeptur I) 



Protetngehalt % 
(OD2S03 r r 
Aggregate % 
(SE-HPLC) 

Triibung 
(Turbiditat) . 



Rezeptur 12 
Lagerzeit 
4 Wochen 
25°C* 50°C 
96,2? .91,8 " 



3,6 



8,4 



3,2 6,9 



Lagerzeit 
13 Wochen 
25°C 50°C 
.94,0 84^5 

"T5 1T9 



4,9 13,2 



Rezeptur- 1 ' 
Lagerzeit 
4 Wochen 
25°C 50°C . 
100 >99 

n.n. n.n. 



1,7 ' 2,0 



. Lagerzeit 

13. . Wochen 

25°C 50°C 
TOO >99 " 

n.n. n.n. 



Beispiel 8 

Ein weiterer Beweis fiir die Notwendigkeit der Kombination aus Zucker, Anrin6saurtf-H- : 
und Tensid ergibt eich -aus dem Vefgleich der Rezeptur 1; -welche alle aufgefiihrten \_ 
Komponenten enthalt. mit einer Rezeptur 13 aus Antikorper, KaliumphosphatpufFer, 7/ ~ ' 
Natriumchiorid und-Argininphosphat. Ohne Zucker und Tensid ist die Aggregatbildung 1 
erhoht und die Trubungswertewerden schlechter. 



Rezeptur 14 



MAKHBV 

KaltumphosphatpuMj^ 

Natriumchlorid f-^r \ "..v 
Arginin 



Phosphorsaufd^.^ : : - 
Wasser fur 



ecke 



2,0 mg 
15-mM 
30 mM : 
35,0 mg 
ad pH 6,5 
ad 1,0 mi 



Tabelle 11: Stabilitatsdaten der Rezeptur 13 (ohhe.SaccharQS^ und f ween20, jiur mit 
Argininphosphat als Geriistbildner) and deritezeptur 1 





RefceptunM 

I^igSraSt* Lagerzeit 
4^fhen 13 Wochen 
2yty 50°C 25°C 50°C 


Rezeptur 1 

Lagerzeit . Lagerzeit 

4 Wochen 13 Wochen 

25°C 50°C 2S>£ 50°C 


Protetngehalt %, 
(OD 280) 


9?$,;;^-94,9 95,8 89,0- 


100— >99 *>99. ^ 


Aggregate % 
(SE-HPLC) 


2^^S» a 5" 4,0 10,7 


-n:n. li.n>" .^ ; n. / n.ri. 


Triibung 
Turbiditat) 




1,7 2,0 1,6 2,0 



Beispiel 9 



Ohne Tensid (Tween*20),"hur mit Saccharose und Arginin, erhaJt man zwar eine stabile 
Rezeptur, die Triibungswerte verschlechtern sichjedoch (Rezeptur 14). - 



I 



Rezeptur 14: 



•A 



MAKHBV :* V • 2,0 mg 

Kaliumphosphatpuflfer . 15 mM - 

Natriumchlorid_. 30 mM 

Saccharose ^l£-V*. 68,0 mg 

Arginin. -b^h^l: 10,0 mg 

Phogphofsauf^: ~r> ad pH 6,5 

Wasser fur Injekttonszwecke - ad 1,0 ml 



Tabelle 12: Stabilitatsdaten der Rezeptur 14 und Rezeptur 1 





Ree^jptur 14 

Lagerzeit , Lagerzeit 
4^-W^chen 13 Wochen 
25°C 50°C 25°C 50°C 


Rezeptur 1 . 

Lagerzeit Lagerzeit 

4 Wochen 13 - Wochen 

25°C 50°C - 25'C 50°C 


Proteingehalt %, 
(OD 280) 


>99 >98 >98 >98 


100, • ->?9"-' 100 >99 : . 

v - - • 


Aggregate % 
(SE-HPLC) 


0,2*. 0,3 0,5 1,3 

„* 7 - * 


n.tt?**'''ii:ri.~'~ * rtnl"---'* -'n.n. • 


Triibung 
(Turbiditat) 


3,^-^4,8 8,8 13,3 


1,7 2,0- 1,6 2;0 - 



Beisoiel 10 




Aus der' folgenden Zusamrnenstellung sind die BestandteiJe der Rezeptur 15 zu * 
entnehmen. Bei dem venvendeten AntikOrper handelt es sich um Anti-L-Selektin. Aus 
den in Tabelle 13 a angegebenen Daten zur Untersuchung der Stabilitat geht hervor, dafl 
die verwendete Rezeptur eine hinreichend gute Stabilisierung ermogiicht. 
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Zusammensetzungen de'r]R$zeptur 15: — - 



p 





Rezeptur 1 


Anti-rL^Selektin- . - 


7,0 mg. . _ 


KaliomphosphatpufFer^Xlw 


J5mM* 


Natriumchlorid 


30 mM 


Saccharose -»y . 'J' 


68.0 mg " 


Arginin \~~ 


10,0 mg 


Phosphorsaure ^ ; 


adpH 6.5 


Tween 20 ' T - 


6,1 nr^ 


Wasser fur Injektionszwecke 


ad 1,0 ml 



Tabelle 13 a: StabUitetsdaten Rezeptur 15 bei 25°C 





Lageriihg 4 Wochen bei 25°C 


Lagerung 13 Wochen bei 25 °C 

i \ii m 


Rez. 15: 7 mg/1 ml 


>99 n.n. 2,5 . 


>99 . n.n. 2,9 



Tabelle 13 b: Stabilitatsdaten Rezeptur 15 bei 50°C 





Lagening 4 Wochen bei 50°C 

"*i n in 


Lagenuig 1 3 Wochen bei 50°C 

i ' n m 


Rez. 15: 7 mg/1 mJ 


.99 n.n. 4,1 


99 no. . 5,2 



I Proteingehalt iiT% mit OD 280 

II Aggregate in % mit-SE-HPLC 

HI • Trubung der refepnstituierten Losung in Turbiditatseinheiten (dtmensionslose Zahl) 



r;. Paten tansoruche 

^» 

1. Stabile lyophilisierte pharmazeutische Zubereitung von mono- oder polyklonalen 

Antikorpern, enthaJtend einen Zucker oder einen Aminozucker, eine Aminosaure und 

eiaTensid." ° - ~ * - * - * "V** 

. -.**■ * •* 

2. Zubereitung nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, dafl die Zubereitung im 
wesentlichen fre^ncpn^ Polyethylenglykolen und/oder frei von proteinartigen 
pharmazeutisch ublichen HilfsstofFen ist. 

3. Zubereitung nach,An§pruch..l oder 2, daduroh ^ekejan^ictaet, daB der Zucker.ein 
Mono-, Di- oder Tri^ccfiarid ist, vorzugsweise Saccharos^ 'Maltose, Trehalose oder" 
Raffinose. _ . r zz 

4. Zubereitung nach eiriem der Anspruche. 1 - 3, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Aminozucker CHucosamin, N-Methylglucosamm, Galactosamin oder Neuraminsaure 
ist. . _ 

5. Zubereitung nach eidem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,. daB .die 
Aminosaure. eine basische, saure oder neutrale Aminosaure i$£ vorzugsweise Arginin, 
Lysin, Histidin, Ornithin, rsoleucin, Leucin, Alanin, dutaminsaure oder 
Asparaginsaure. ... 

6. Zubereitung nach einem der Anspruche I bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das * 
Tensid ein PoIysorbaL^der ein Polyoxyethylen^polyoxypropylen-Polymer ist. 

7. Zubereitung nach einem. der Axispriiche .1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
physiologisch vertraglicfhe HUfsstoffe aus der Gruppe der Sauren, Basen, Puffer 
und/oder Isotonisieaingsmittel enthalt. 



8! WaBrige pharmazebtische Zubereitung von mo.ho- oder polyklonalen Antikorpem 
erhaltlich durch'Redissolution des Lyophilisats nach einem der Anspnuche I bis X 



9- WaBrige pharmazeutische Zubereitung nach* Anspruch 8;'4adtirch y g^r^^c^e^^z 
~~daB die Losung einen pH-Wert von 5 - 8 t yorzugsweise.von 6 - 7,4 airfweist. . ^ * 



•'O-yerfahrcn zu^^rstellung eiher lyophilisierten phafmazeutischen Zubereitung gemaB 
euiem der Ansprucfie.l Iris 7, dadurch gekennzeichnet, dafl man eine waBrige 

;: ^ubereitwng, ^nttialjfehd einen tri6^Wonalen^ oder* polyklonalen Antikdroer als ^ - ■ 
Wirkstoff und einen Zucker oder Aminozucker, eine Aminosaure und ein Tensid als 
Zusatzstoflfe sowie gegebenenfalls weitere -pharmazeutische HM^offe/ hemeUt und >f f 
die Losung anschlieBend lypphilisiert. 



-.1 ; - - 

1 l.Veiwendung^es^tickeR oder Aminozuckert, einer Aminosaure und eines Tensids 
*" wHerstellung statdler antikorperhaltiger therapeutischer oder diagnostischer Mittel. 
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• Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft lyophilisierfe pharmazeutische Zuberekungen von mono- oder 
poIyklonalenAjitikoipem^i^ und ein 

Tensid als StabUisierungsmittel enthalten. AuBerdent betrifft die Erfindung ein Verfahren 
zur Herstellung dieser stabilen Lyophiiisafe some die^Verwendung eines Zuckers odeF 
Aminozuckers, eine*; Aitunosaure und eiries Tensids als Stabilisatoren von antikorper- 
haltigen therapeuti#:hsax>der diaghosfischen Mitteln. 
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